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【緒言】
象牙質 ･歯髄複合体は自己修復能を持っており.歯の損傷時には歯髄保護のために象
牙芽細胞の活性化や,前駆細胞や歯髄幹細胞の象牙芽細胞分化により象牙質の修復が生
じることが推測されている｡
炎症性サイトカインに分類される腫癌壊死因子 (TNF-cL)は,炎症時に様々な細胞か
ら産生され組織破壊に深く関与していることが知られている｡一方,近年の研究による
と.創傷治癒過程では損傷局所において初期の段階で発現し.様々な成長因子,サイト
カインの誘導.それに引き続く細胞遊走によって組織再生に関与する可能性も示唆され
るようになった｡事実,TNF-αは嚇蝕に擢息した歯髄組織においても初期に発現が確認
されている｡
しかし.象牙質 ･歯髄複合体の損傷に端を発する炎症再生連関において,TNF-cLが歯
髄細胞にどのような影響を及ぼしているのかは末だ明らかにはなっていない｡そこで本
研究では.TNF-cLが歯髄細胞に与える作用を検討することとした｡
【材料および方法】
1.ヒト歯髄細胞の分離 ･培養 :ヒト歯髄細胞はインフォームドコンセントの上 研究に
同意が得られた患者の抜去第三大臼歯からGronthosらの手法に準じて単離したDなお,
本研究は.岡山大学大学院医歯薬学総合研究科倫理委員会の承認のもと (承認番号 :
418)行われた｡
2.TNFICLがヒト歯髄細胞の生細胞数に与える影響 :TNF-cLが歯髄細胞の細胞増殖に与え
る影響についてMTS法で検討した｡
3.TNF-cL前処理実鼓:歯髄の炎症環境をinvitroにおいて模するためにサブコンフルエン
トとなったヒト歯髄細胞に TNF-cLを 10ng/mlの濃度で添加し 3日間培養した後.
TNFICLを完全に取り除くために継代培養を行いTNF-α前処理群とした｡
4.TNFICL前処理による歯髄細胞の幹細胞化の検討 :TNF-cLで前処理した歯髄細胞が幹細
胞としての性質を獲得するかどうかについて,細胞表面抗原の変化を細胞免疫染色,
FACS(fluorescenceactivatedceHsorter)で,遺伝子発現をリアルタイムRTIPCRで.
コロニー形成能をcFUIFアッセイで,そしてテロメラ-ゼ活性をpcRでそれぞれ検
討した｡
5.TNF-cL前処理を行った歯髄細胞における多分化能の検討 :TNF-αで前処理した歯髄細胞
の多分化能を各種 (脂肪,軟骨および骨)分化誘導培地で培養後に,各細胞の分化マー
カー遺伝子の発現ならびに染色にて検討した｡
【結果と考察】
1.TNF-αがヒト歯髄細胞の生細胞数に与える影響 :歯髄細胞に対して.0-160ng/mlの
TNF_αを添加して3日間培養したところ,この範囲内では濃度が上昇しても生細胞数
の減少は認められなかった｡これらの結果から.低濃度で短期間のTNF-α刺激は培毒
ヒト歯髄細胞の細胞活性にはほとんど影響を及ぼさないことが明らかとなった｡
2.TNF-a前処理による歯髄細胞の幹細胞化の検討 :細胞免疫染色において,TNF-α前処
理群はコントロール群と比較して間葉系幹細胞マ-カーであるSTRO-1およびSSEA4
陽性細胞数が増加した｡FACS解析においても,TNF-α前処理群において間葉系幹細
胞マーカーのSSEA4およびCD146の陽性率が上昇した一方で,骨分化誘導した培養
ヒト歯髄細胞ではともに陽性率がコントロール群以下にまで低下 した｡さらに.
TNF-α前処理によりoct4,nanogの遺伝子発現はともにコントロール群と比較すると,
それぞれ 1.6倍.2.1倍に上昇した｡また,コロニ-形成能およびテロメラ-ゼ活性も.
それぞれTNF-α前処理により上昇した｡以上の結果から.TNF-α刺激により細胞がよ
り未分化な状態に変化した,すなわち分化した細胞が脱分化することにより幹細胞様
の性質を新たに獲得したと推測された｡
3.TNF-a前処理を行った歯髄細胞における多分化能の検討 :TNF-αで前処理した歯髄細
胞は各種分化誘導培地で培養することにより,それぞれ脂肪細胞.軟骨細胞.骨芽 ･
象牙芽細胞の分化マーカー遺伝子の発現が克進しており,各系統の細胞に分化するこ
とが可能であった.また.コントロ-ル群の培養ヒト歯髄細胞と比較すると,TNFICL
前処理した培養ヒト歯髄細胞は比較的短期間で分化誘導することが可能であった｡つ
まり TNF-αで前処理することにより培養ヒト歯髄細胞は分化誘導を受けやすくなる
ことが明らかとなった｡
本実験で用いた培毒ヒト歯髄細胞は純粋な歯髄幹細胞の集団ではなく.前象牙芽細胞
や歯髄線維芽細胞を含む.分化度が異なる.あるいは分化の方向が異なるヘテロな細胞
集団であると推測されるOこれら細胞集団にTNF-αを添加することで,生細胞数には変
化がなく,幹細胞様の性質を持つ細胞の比率が増加したことは.TNF-α刺激によりある
種の細胞が脱分化することにより.自己複製能を有する幹細胞様細胞が増加した結果と
推測された｡すなわち,TNF-αは創傷部位に存在するある種の細胞を未分化な状態.い
わゆる多分化能を有する幹細胞様細胞に脱分化させ,再生に必要な細胞成分を供給する
役割を担っている可能性が示唆された｡
【結論】
ヒト歯髄細胞をTNF-αで前処理することにより,生細胞数は変化しないものの.閉葉系
幹細胞の表面抗原マーカ-陽性率が増加し.oc14やnanogといった幹細胞マ-カー遺伝子
の発現が上昇した｡また.コロニー形成能が克進され,テロメラーゼ活性が上昇した｡さ
らに,TNF-α前処理により歯髄細胞は脂肪細胞や軟骨細胞,骨芽細胞への分化が促進された｡
これらの結果から.TNF-αは培養ヒト歯髄細胞において,間葉系幹細胞の性質を保持した.
より多分化能がある細胞の比率を上昇させたと考えられた｡
学位論文審査結果の要旨
象牙質･歯髄複合体の損傷に端を発する炎症再生連関において,炎症性サイトカイ
ンのひとつである TNF-αが歯髄細胞にどのような影響を及ぼしているのかは未だ明
らかでない.
そこで本研究では.ヒト培養歯髄細胞に対するTNF-αの作用を,MTSassay,表面
抗原解析 (FACS,細胞免疫染色),コロニー形成能.テロメラーゼ活性.多分化能等
を指標に評価した.
その結果.long/mlという低濃度で短期間のTNF-α刺激は培養ヒト歯髄細胞の増殖
にはほとんど影響を及ぼさないが.TNF-α前処理群は無処理のコントロール群と比較
してSSEA4陽性率が 25.1%から50.1%へ,CD146陽性率が66.7%から79%へそれぞ
れ上昇した.またTNF-α前処理群はコントロール群と比較するとoct4,nanogの遺伝
子発現がそれぞれ 1.6倍(p<0.001,t-test),2.1倍(p<0.05,t-test)に上昇し,さらに.
コロニー形成能は 1.9倍(p<0.001.t-test).テロメラーゼ活性は 1.9倍(p<0.01,t-test)
に上昇した.すなわちヒト培養歯髄細胞においては TNF-α刺激により分化した細胞
が脱分化することにより幹細胞様の性質を新たに獲得する可能性が明らかとなった.
これらの結果から.TNF-αは創傷部位に存在するある種の細胞を未分化な状態.いわ
ゆる多分化能を有する幹細胞様細胞に脱分化させ.再生に必要な細胞成分を供給する
役割を担っている可能性が示唆された.
本結果は,炎症環境における TNF-αの新たな機能を明らかにしたものであり.歯
髄組織に限らず様々な組織における炎症と再生の関連を解明する一助になることが
考えられる.また,今後メカニズムの解明により.歯髄組織内での炎症を人為的にコ
ントロールし,象牙芽細胞の再活性化および損傷部位への遊走を促すことで象牙質の
再生に結びつけることが可能となれば.抜髄リスクの軽減.歯の延命につながること
が考えられ,今後の再生医療における発展性も大きい.
よって.審査委員会は本論文に博士 (歯学)の学位論文としての価値を認める.
